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質に対する IgEが高い場合があることから，経母乳感作の可能性も示唆されている 1）。 
我々が，卵アレルギー児が飲んでいる母乳を鶏卵タンパク質のオボムコイド（OM）に対する
モノクローナル抗体を用いたサンドイッチ ELISAにて測定した際も 2,3)，37例中 12例の母乳
中にOMが検出された。しかし，その母乳をゲル濾過解析に供したところ，OMは本来の分子
量である 28kDa付近ではなく 450kDa付近に溶出された。母乳中には食品タンパク質特異的
分泌型 IgA（sIgA）が存在するとの報告があったため，OM と sIgAの複合体の定量系を作っ




 その後の解析において，母乳中のアレルゲンについて次の様な結果が得られている 5）。 
①母乳中には，卵白（オボアルブミン；OVA），牛乳（カゼイン，β-ラクトグロブリン），小麦（グリ
アジン），そば，落花生由来のタンパク質も IgA-IC として存在している。 
②ほぼすべての母乳中に，それぞれに特徴的な（おそらくは母親の食事履歴に対応した）比





















とともに免疫した場合，E群ではM群に比べて OM,OVAに対する血清 IgE および IgG1が
有意に低かった。IgG1は，IL-4などの Th2サイトカイン刺激により IgE と挙動をともにする抗














原には結合しないことを確認した。得られた IgAに化学的に OVAを結合させ仮性 IgA-IC を
作り，抗OVA抗体と抗マウス IgA（α）抗体のサンドイッチELISAにより，その形成を確認した。 
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図 2 オボアルブミン特異的マウスアレルギー性下痢誘発実験 
（a）上：M 群における水様便，軟便，中央，下：大腸内の便。E 群ではしっかりした形状の
便が形成されている。（b）E 群と M 群に OVA を経口投与し，下痢症状が誘発されるか否かを
投与後 15～60 分間個別観察して評価した。各群のマウスのうち水様便を呈したマウスの割合




















































母乳哺育された仔を離乳後 OVA と Alumで腹腔免疫し，OVAの経口投与によるアレルギー
性下痢誘発試験を行ったところ，AE・E仔ではM仔に比べて下痢が抑制された。更に，血清
中 OVA特異的 IgE，脾臓細胞培養液中 IL-4 も有意に低かった。また，AE母乳中に IgAお





































































その14日後に追加免疫をした。追加免疫の14日後から，OVA 20mg/200μL PBS（Phosphate 
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OVA を 2 回腹腔免疫（i.p.）して感作し，授乳期間中のみ卵白食（▨）を摂取させた。対照群の Egg（E）母
は，感作せずに授乳期間中のみ卵白食を摂取させ，Milk（M）母は感作せずに実験を通して MF（□）を
摂取させた。各群の母マウスの母乳（■）で育った仔マウスに離乳後 OVA を 2 回腹腔免疫（i.p.）して感











図 2. 母マウスの血清中 OVA特異的 IgE と IgG1 
出産 21日後に AE母（◆，n=6）および E母（□，n=5），M母（△，n=5）より採血し，血清中 OVA特異







OVA 10 µg / Alum 
免疫（i.p.）























 図 3. 仔マウス OVA特異的下痢誘発率 
仔マウスを離乳後 OVAで感作した後，計 7回 OVAを胃内強制投与する下痢誘発試験を行い，下痢
誘発率を求めた。5 回目と 6 回目の間には OVA の換わりに BSA を投与した。◆：AE 仔（n=23），□：E
仔（n=26），△：M仔（n=37） 
図 4. 仔マウスにおける Th2応答 
下痢誘発試験終了後，血清中 OVA特異的 IgE をサンドイッチ ELISAで測定し，結果は IgE相当量












図 5. 母乳中の OVA・IgA免疫複合体と遊離 OVA  
出産21日後に母マウスから搾乳し、母乳中のOVA・IgA-ICを定量し，結果は IgA相当量で表した（a）。

























ろ過して得られた OVA・IgA-IC 画分を直接マウスに投与後，OVA をアジュバントとと
もに免疫して血清中 OVA 特異的 IgG1 を評価したところ，対照群に比べて産生が抑制
されていた。またその応用として，マウスモノクローナル IgA にスギ花粉抗原の Cry j1
を化学結合させた仮性 IgA-IC を作製してマウスに投与した結果，対照群と比べて仮性







的な抗体分子は同一の H鎖 2本と同一の L鎖 2本からなる 4本のポリペプチド鎖で構
成され，H，L 両鎖の一部の組み合わせにより抗原結合部位が形成される。抗体には 5
つのクラス（IgA，IgD，IgE，IgG，IgM）があり，それぞれ異なる H 鎖（α，δ，ε，






ある。このうち IgA は約 5gを占め，その 3 分の 2（約 3g）が分泌型 IgA（secretory IgA：
sIgA）として粘膜表層に分泌され，体内に侵入する抗原や異物に対する最前線の感染
防御に重要な役割を果たしている。IgA には血清型 IgA と sIgA があり，血清型 IgA は
単量体で，sIgA は血清型 IgA 二分子に糖タンパク質の J 鎖と secretory component（SC）
が結合している。循環系の免疫グロブリンの主役は IgG で，IgA は脇役に過ぎないが，




していることを発見した 3)。Corthésy らが，腸管 M 細胞に発現された IgA 受容体が IgA
免疫複合体を積極的に取り込んで抗原特異的 IgA 産生を誘導すると報告していること
から 4,5)，我々は，「母乳中の IgA 免疫複合体を介した離乳あるいは経口免疫寛容」な
る母乳の新たな生理機能を提唱し，母乳哺育の重要性に言及してきた 6,7,8,9)。 



















透析後ゲル濾過した（HiPrep 26/60 Sepahacryl S-300 column, GE ヘルスケア）。 
唾液の採取は，京都女子大学臨床研究倫理審査委員会の許可を得た上，協力者に研
究の趣旨を説明し，十分な研究の理解と研究協力の同意を得て行った。 
   
2. 試料中の IgAの測定 
唾液中の総 IgA および食品タンパク質・IgA 免疫複合体をサンドイッチ ELISA
（Enzyme Linked Immunosorbent Assay），食品タンパク質特異的 IgA を固相 ELISA に
より測定した。 
2-1) 総 IgAの測定 抗ヒト IgA（α） （Zymed Laboratories 社製）を PBS（10mM NaPi， 
0.15M NaCl， 0.02% NaN3，pH 7.4）で 5μg/ml に希釈し，その 50μL を 37℃，1 時間
で 96穴プレートに固相化後，これを PBSで 3回洗浄し，1%BSA/PBSによりブロッキ
ングした（37℃1 時間,もしくは 4℃一晩）。PBS で 3回洗浄後，一次反応として唾液
もしくは涙試料を 37℃で 1時間反応させ，続いて，トリス緩衝食塩溶液（Tris Buffer 
Saline：TBS，10mM Tris-HCl Buffer,0.15M NaCl,pH7.4）で1回，0.05%Tween20入りTBS
（T‐TBS）溶液で 5回，TBS で 1 回洗浄後，0.1%BSA/T‐TBS 溶液で 0.1μg/ml に希
釈したアルカリフォスファターゼ標識抗ヒト IgA（α）（American Qualex Antibodies 社
製）50μL/well を 37℃で 1時間反応させた。TBS で 1 回，T‐TBS溶液で 5 回，TBS
で 1回洗浄した後，ρ-ニトロフェニルリン酸二ナトリウムを基質として反応させ，
405 nmにおける吸光度をマイクロプレートリーダ （ーModel 3550，Bio‐Rad 社製）を







IgA 免疫複合体を測定した。すなわち，抗 OVA ポリクローナル抗体，もしくは抗 OM
ポリクローナル抗体，もしくは抗カゼインポリクローナル抗体が固相化，ブロッキン
グされている ELISAプレート（森永生科学研究所より供与）に試料を 50μL供し，37℃
で 1時間反応させた。その後は，総 IgA の測定と同様に行った。また，各 IgA 免疫複
合体の標準品は市販品として存在しないため，検量線も総 IgA と同じ条件で作製した。
よって，本研究で示す IgA 免疫複合体量は sIgA 当量で示している。 
2-3) 食品タンパク質特異的 IgAの測定 OVA（京都大学 北畠研究室より供与），OM
（第一化成），もしくはα-カゼイン（SIGMA）をそれぞれ 5μg/ml，50μL/well で固
相化し，1%BSA/PBSによりブロッキングした。その後は，IgA免疫複合体の測定と同






告示第 71 号）」に基づき，京都女子大学動物実験規定に従って行った。  
 
4. 仮性 IgA免疫複合体の作製と投与 9） 
PBS-EDTA（0.1M NaPi , 0.15M NaCl , 1mM EDTA , 0.02% NaN3 , pH 7.5）に Cry j 1を
2.5mg/1mL で溶解させ，20mM Sulfosuccinimidyl 6-[3’




Sulfo-LC-SPDP を除去し，Cry j 1：IgA がモル比 5：1になるように IgA を添加して一
晩室温にて反応させた。その後，Protein L カラムにより IgAと結合しなかったピリジ
ルジチオール-Cry j 1 を素通り画分に除去し，吸着したものを 0.1M グリシン-HCl 
pH2.98 で溶出して 0.1M Tris-HCl pH9.6 で中和し，Cry j 1-pIC 画分とした。 
 
5. 仮性 IgA免疫複合体の調製と投与実験 
タンパク質としてカゼインを含む市販餌を摂取している 6-8 週齢の BALB/c マウス
に，Cry j 1-pIC を 6 日間強制経口投与した。 Cry j 1-pIC 最終投与の 1 日後にフロイン
トの完全アジュバンドとともに 50 μgのスギ花粉混合液をマウスに腹腔免疫した。そ
の後 2 週間おきに 2 回，50 μgのスギ花粉混合液をフロイントの不完全アジュバンド
とともに腹腔投与し，追加免疫を行った。初回免疫後 35日目に眼窩静脈採血，63 日
目に心臓採血を行い，得られた血清中の Cry j 1 特異的 IgG1 を測定した 10)。また，仔
マウスから採取した脾臓細胞を，10%の牛胎児血清を含む RPMI1640 培地に OVA 添加
および無添加条件で培養した。培養上清中の IL-4 を市販の ELISA キット（サーモフィ
ッシャーサイエンティフィック）を用いて定量し，結果は Cry j 1 添加条件の IL-4 値か













20 歳代女性 3名から，1 分間歯をみがいた後うがいをし，うがいの水分で唾液が希
釈されないように 5 分待ってから舌下に脱脂綿を入れて 4 分間唾液を採取するという
10分間のスケジュールを 4回繰り返し，40分間に 4回の唾液を得た。オボアルブミン
（OVA）及びカゼインについて IgA-IC と特異的 IgA の変化を見たところ，個体差はあ
っても同一個体の試料内では両者がいつもほぼ同じ比率で存在していることが判明し









外分泌液の成人 1日における分泌量が唾液約 1.5～2L，涙約 2～3mLであることを考え
ると，涙中に分泌される絶対量としての IgA 免疫複合体の分泌量は微々たるものであ





液 1L を 75％硫安沈殿で濃縮してゲル濾過にかけ，OVA の IgA-IC が検出される画分を
IgA-IC 画分として分取した（図 2）。さらにこの画分をプロテイン G カラムに供し，IgG
31 
 
免疫複合体を除去したのち，マウス投与実験を行った。マウスのパイエル板 M 細胞 IgA
レセプターは，ヒトの IgA-IC も区別せず取り込むことがわかっているため，種の違い
による影響は無視できると考えている。マウスへの IC 投与量として，マウス母乳中
OVA-IC の平均濃度 300ng/mL に，10 日齢の仔マウスにおける 1 日の哺乳量 0.5mL をか
けたところ，IgA-IC 摂取量は 150ng/day となり，少し余裕をみて 200ng/day 投与するこ
とにした（図 3）。ここでの IgA-IC 量はすべて IgA 当量で示している。また，唾液 IgA-IC
画分の OVA・IgA-IC 量を 200ng/200μLとしてマウスに投与した場合，そこに含まれ
る OVA を定量したところ 370ng になった。したがって，対照群にはこの量の OVA を
遊離で与えることにした。また，唾液中には様々な食品タンパク質の IgA-IC が含まれ
ていると考えられ，この投与量中に OVAだけでなく，OM の IgA-IC も 290ng 含まれ
ていた。以上で示した投与量で，ヒト唾液 IgA-IC 画分もしくは遊離 OVA を 8 週齢の
Balb/c マウスに 6日間経口投与した後，IgE 応答を活性化させる免疫助剤である水酸化
アルミニウム （Alum） とともに，卵白タンパク質を 2 回免疫し，得られたマウス血
清中の OVA および OM に対する IgG1 を定量した。結果は，どちらの抗原に対しても，




3．Cry j 1-pIC （pseudo Immune Complex）の作製 









本研究では pICのアレルギー予防・治療に対する新たなDrug Delivery Systemとして
の応用の可能性を探るため，木津らによって作製されたマウスモノクローナル IgA に，
代表的なスギ花粉抗原である Cry j 1 を Sulfo-LC-SPDP を用いて化学結合させ，pIC に
よる花粉症の予防の可能性を試みた 9)。得られた Cry j 1-pIC 関しては，抗 Cry j 1 抗体
と抗マウス IgA（α）のサンドイッチ ELISA が成立したことから，Cry j 1-pIC が形成
されていることを確認した。 
 
4．Cry j 1-pICによる花粉症の予防の可能性の検討 
タンパク質としてカゼインを含む市販餌を摂取している BALB/c マウスに，Cry j 
1-pICを強制経口投与し，追加免疫後に得られた血清中の Cry j 1特異的 IgG1を測定し
た。対照として， 投与した pIC 中の IgA 相当量と等量の IgA に架橋試薬無しで遊離
Cry j 1を混ぜた混合液を投与した（Cry j 1-pIC に含まれる最大量の Cry j 1）。pIC 0.1
μg群で有意に IgG1 産生の抑制がみられ，Cry j 1-pIC によって経口免疫寛容が誘導さ
れることが示された（図 5）。pIC 1.5μg投与群では，IgG1 産生の抑制は見られなか














評価するために特異的 IgE が測定されるが，特異的 IgA の測定には至っていない。ま
た最近では，「アレルギーコンポーネント」といって，同じ食品に対するアレルギーを
持つ患者でもアレルゲンとなる食品中の個々のタンパク質に対する反応性は多種多様























が報告されている 17)。腸管上皮のパイエル板 M 細胞は元より高分子の物質をトランス
サイトーシスにより体内に取り込む細胞である。IgA 免疫複合体を効率よく取り込む
鍵となる IgA 受容体を発現しているこのパイエル板 M 細胞は，その細胞直下に免疫系
を有する 5)。このため取り込まれたタンパク質は抗原提示細胞によって分解されて提
示され，速やかに免疫の活性化に使われる。これに対して近年，Jang らは，絨毛にも
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図 1. 唾液中の食品タンパク質特異的 IgAおよび IgA免疫複合体 
20 歳代女性 3 名から，1 分間歯をみがいた後うがいをした後 5 分間待ってから舌下に脱脂綿
を入れて 4 分間唾液を採取するという 10 分間のスケジュールを 4 回繰り返し，40 分間に 4 回










図 2. プール唾液のゲルろ過分画 
ヒトプール唾液をゲル濾過にかけ，OVA の IgA-IC が検出される画分を IgA-IC 画分として分
取した。ゲルろ過画分中の OVA-IC（■，実線）および遊離の OVA（●，破線）を ELISA 法で









図 3. 唾液 IgA-IC画分の OVA・IgA-IC量 
 
 
図 4. OVAおよび OM 特異的 IgG1 産生 
唾液中 IgA-IC 画分を投与した試験群と対照群について，OVA を免疫後，血清中の OVA およ











図 5. Cry j 1-pICによる経口免疫寛容の誘導 
8 週齢の BALB/c マウスに、試験（C）群には IgA 当量で 0.1、1.5μgの pIC を 6 日間強制経口
















第 3 章 不完全 IgA 欠損症の発見 
 
要 約 
女子大生の唾液中の IgA-IC を個別解析した中で，総 IgA 濃度が特別低値を示す
被験者を見出し，この被験者が IgA 欠損症である可能性が考えられた。そこで本














ける抗体産生細胞のうち約 80%は IgA 産生細胞が占める 1）。また血清中の IgA は多くが
単量体で，サブクラス（IgA1 と IgA2）のうち IgA1 が 9 割を占めるのに対し，唾液中の IgA
は多くが J 鎖で結合された二量体もしくは多量体 IgA に，分泌成分がさらに結合した分泌
型（Secretory IgA；sIgA）で存在し，IgA2 サブクラスの割合が約 4 割に増える 2）。血清から




液腺の IgA 産生形質細胞から，J 鎖を含んだ二量体の IgA が産生され，続く第二段階と
して，唾液腺の腺管内上皮細胞の基底膜側に発現された多量体免疫グロブリン受容体






脱アミノ酵素（activation-induced cytidine deaminase；AID）による IgA クラススイッチである
2,3,4）。この IgA 抗体のクラススイッチ組み換えには，T 細胞に依存した経路と依存しない経
路の 2つの誘導経路がある 5)。T細胞に依存した経路では，細菌由来毒素や病原体の中
和を行う高親和性 IgA 抗体が産生される。この誘導には CD4+T 細胞に発現された CD40
リガンドが B 細胞の CD40 を刺激することが必須で 6,7），TGF-β，IL-2，IL-4，IL-5，IL-6，
IL-10 といったサイトカインからのシグナルと合わさることで IgA産生が誘導または増強され
る 8）。一方， T細胞に依存しない IgAクラススイッチでは低親和 IgA抗体が産生されるが，
その過程では，微生物由来の Toll-like receptor リガンド，樹状細胞から放出される B細胞
活性化因子（B cell activating factor of TNF-family；BAFF）や増殖誘導リガンド（a 
proliferation-inducing ligand：APRIL）からの刺激が関与する 6,7）。また，BAFF や APRIL
による IgA クラススイッチ組み換えは，TGF-β，IL-5の存在下で誘導され，この経路には膜
貫通活性化因子やカルシウム変調サイクロフィリンリガンド相互作用蛋白（TACI），加えて
BAFF と APRILの受容体である BAFF-R，BCMAが関わる 9）。高親和性 IgAの免疫応答
が起こるまでには 5～7 日かかるため，低親和性 IgA はその間の防御機構や共生細菌の
粘膜表面への到達阻止を担う７）。免疫誘導組織では，このような多様な因子による制御を































2. 唾液試料中の IgA の測定 
唾液試料中の総 IgA，IgA1，IgA2，分泌型 IgA および食品タンパク質・IgA 免疫複合
体をサンドイッチ ELISA，食品タンパク質特異的 IgAを固相 ELISAにより測定した。また，
いずれの方法においても測定に用いた検量線から検出限界値を算出し，唾液試料の測
定結果が検出限界値以下だった場合，検出限界値を代入して示した。 
2-1) 総 IgA，IgA1，IgA2 の測定 抗ヒト IgA（α） （Zymed Laboratories 社製）もしくは抗ヒ
ト IgA1（Gene Tex 社製），抗ヒト IgA2（AbD Serotec 社製）を 0.25µg/ウェルで 96 穴プレー
ト（Nunc 社製）に固相化後，1%牛血清アルブミン（BSA）添加リン酸緩衝生理食塩水
（Phosphate Buffered Saline; PBS, 10mM NaPi , 0.15M NaCl , 0.02% NaN 3 , pH 7.4）によ
りブロッキングした（37℃1 時間，もしくは 4℃一晩）。その後，一次反応として唾液試料を
37℃で 1 時間反応させ，続いて，0.1%BSA 添加 T-TBS（0.05%Tween20 入りトリス緩衝食
塩溶液（ Tris Buffer Saline ：TBS， 10mM Tris-HCl Buffer,0.15M NaCl,pH7.4 ） ）で
0.1μg/ml に希釈したアルカリフォスファターゼ標識抗ヒト IgA（α）（American Qualex 
Antibodies 社製）50μＬ/well を 37℃で 1 時間反応させた。最後に，ρ‐ニトロフェニルリン
酸二ナトリウムを基質として反応させ，405 nm における吸光度をマイクロプレートリーダー
（iMark，Bio‐Rad 社製）を用いて測定した。この時，標準物質にはヒト sIgA（Cappel，MP 




2-2) 総分泌型 IgAの測定 固相化抗体と唾液中の抗原との一次反応までは総 IgAの測
定と同様に行い，二次反応として 0.1%BSA/T‐TBS 溶液で 7000 倍希釈したビオチニル
化 Goat anti Human secretory compornent（Nordic-MUbio 社製）を 37℃で 1 時間反応さ




応させ，405nm における吸光度を測定した。標準物質にはヒト sIgA を用いた。 
2-3) 食品タンパク質・IgA 免疫複合体の測定  卵白タンパク質であるオボアルブミン
（OVA）および牛乳タンパク質であるカゼインについての IgA免疫複合体を測定した。すな
わち，抗 OVA ポリクローナル抗体（Cappel，MP Biomedicals 社製），もしくは抗カゼイン
ポリクローナル抗体（森永生科学研究所より供与）を PBS で 5μg/mL に調整して，50μL/ウ
ェルで固相化した後，1%BSA/PBS によりブロッキングしたプレートに，試料を 50μL 供し，
37℃で 1時間反応させた。その後は，総 IgAの測定と同様に行った。また，各 IgA免疫複
合体の標準品は市販品として存在しないため，検量線は総 IgA と同じ条件で作製した。よ
って，本研究における IgA 免疫複合体量は sIgA 相当量で示した。 
2-4) 食品タンパク質特異的 IgA の測定 OVA（SIGMA，GradeⅤ）もしくは α-カゼイン
（SIGMA）をそれぞれ 5μg/ml，50μL/wellで固相化し，1%BSA/PBSによりブロッキングした。




1. 唾液中 IgA 測定による AD の発見 
女子大生ボランティア（20～21 歳）の唾液中総 IgA を測定した中で，総 IgA 値が特別低
値の被験者 No.12が見付かった（図 1）。表に示した 21名の総 IgAの平均値は 178μg/mL，
中央値は 164μg/mL であったが，No.12 は 17μg/mL であった。我々はこの被験者が IgA
欠損症の可能性があると考え，この被験者のことを IgA Defficiencyより，以下ADと呼ぶこ
とにした。 
図 1 の結果を受け，ADの唾液中 IgAの再測定を行った（図 2）。唾液中 IgAは朝が最
も高く，夜に向かって低くなるという日内変動が見られる。そこで AD に朝食前，昼食前，




比べて低い傾向を示した。唾液への IgA 分泌機構に異常があれば分泌型 IgA の極端な
低値が観察される可能性が考えられたが，そのような傾向は見られなかった。さらに，OVA
もしくはカゼインに対する特異的 IgA および IgA-ICは，特に昼と夜に採取した唾液では，
現在の定量系の検出限界値を下回るほど少なかった。また，IgA には IgA1，IgA2 の 2 つ
のサブクラスがあり，IgA 欠損症の中にはいずれかのサブクラスのみが欠損する症例も報









2. 血中 IgA 検査 
表 1に IgA欠損症の特徴について示した。IgA 欠損症の診断基準は，「血中 IgA値が
10mg/dL以下」14）であり，易感染性，アレルギーや自己免疫疾患などを併発することもある
が，多くの患者は無症候である。わが国の患者数は 3000～19000 人に 1 人と欧米での頻
度（200～2000 人に 1 人）に比べて少ないが 13），症状が顕在化することが稀であるため，
潜在的な患者数はもっと多く存在する可能性もある。また，人種間で頻度が異なる点から
も予想されるように，IgA 欠損症は原発性免疫不全症（遺伝性の免疫疾患）のひとつであ
る。そこで AD の両親にも唾液を採取してもらい，IgA を測定したところ，AD ほどではなか
ったものの，父親においても唾液中の IgA が低い傾向が見られた（図 4）。 





ーショックを起こす危険もあり，AD 本人にとっても IgA 欠損症であるか否かを知っておくこ
とは有益である。そこで，AD および AD の両親に血液検査を受けてもらった（表 2）。その
結果，AD の IgA 値は 81mg/dL であり，IgA 欠損症ではなかったが，健常人の 95%が該
当する基準値（110-410mg/dL）を下回っており，不完全 IgA欠損症であると考えられた。ま
た，通常 IgA 欠損症の多くは IgG，IgM や IgD など他のクラスの抗体に異常はなく，むし
ろ他のクラスの抗体が IgAの機能を代替することが知られているが 2，13），ADは IgGも基準
値を下回っていた。さらにこの傾向は父においても同様に見られた。一部の患者では血中
IgG2 抗体の欠損が合併する症例の報告 15)もあるが，本研究では各抗体のサブクラスまで
測定しておらず，今後さらに詳細な測定が必要であると考える。本結果より，AD の IgA 低
値は父からの遺伝的要因が疑われたので，父方の祖父母の血液検査も行ったところ，祖




が，今回の血液検査で AD が自己免疫疾患傾向にあることも明らかになった。 
 
3. AD およびその家族の遺伝子解析  






BCMA は樹状細胞を通して IgA へのクラススイッチを誘導する経路の上流にある膜結合
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型受容体であり，BAFF，APRIL はそのリガンドである 6,7,9,16）。AD の上記 5 つの遺伝子解
析の結果，BAFF，BAFF-R には病的変異は認められなかったが，TACI（P251L），BCMA
（N81S），APRIL（G67R）となるミスセンス変異が認められた。 
この 3 つの変異について両親の遺伝子解析も行い，AD と父親で共通し，母親では遺
伝子型が異なる遺伝子を探索したが，いずれも AD と父親では共通せず，表現型と遺伝
子型は一致しなかった。 
今回 AD に変異が見付かった TACI，BCMA，APRIL の 3 つの遺伝子変異は，すべて










本研究では，唾液中の IgA の解析から不完全 IgA 欠損症の発見に至った。これまで
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図 1. 唾液中総 IgA 測定 











図 2. 採取時間別唾液中 IgA 
AD および AD と同性・同年代の対照被験者①～③に，3 日間にわたって朝，昼，夜の 1 日 3
回唾液を採取してもらい，それぞれの唾液中 IgA を測定した。グラフは 3 日間の平均値を示し













図 3. 唾液中 IgA1 および IgA2 




表 1. IgA 欠損症とは 
• 血清 IgA 値 ≦ 10mg/dL                   
• 多くの患者は無症候。一部は再発性感染、アレルギー、自己免疫疾患などを  
有することもある。 
• 患者数は、欧米では 200～2,000 人に 1 人                  
日本では 3,000～19,000 人に１人 
• 原発性免疫不全症（遺伝性の免疫疾患） 













図 4. AD および両親の唾液中 IgA 
AD および AD の両親,，対照から採取した唾液中 IgA を測定した。OVA 特異的 IgA（■灰色
塗りつぶしバー），OVA・IgA-IC（▨斜線バー），CASEIN 特異的 IgA（■黒塗りつぶしバー），
CASEIN・IgA-IC（▤横線バー）は第一軸（左側）で値を示し，総 IgA（●黒丸），総分泌型 IgA
（◆黒ひし形）は第二軸（右側）で値を示した。ELISA 法を用い，結果はヒト IgA 相当量で示
した。 
 













表 3. AD とその家族における IgA クラススイッチ関連遺伝子の変異 



























（secretory component：SC）が結合した状態になっている 1，2)。 
IgA には二つのサブクラス，IgA1 と IgA2 があり，IgA1 産生細胞と IgA2 産生細胞の分布
には組織によって特徴がある。血清中では IgA1が大部分を占めているのに対し（9：1），分泌
液中では IgA2 の割合が高くなる（6：4）4)。この二つのサブクラスを決定している H 鎖の α1 と
55 
 
α2の遺伝子間の相同性は 95%以上であるが，大きな違いは α2鎖のヒンジ領域では α1鎖と
比較して 13 個のアミノ酸配列が欠如している点である。IgA はタンパク質分解酵素による分
解に対して安定であるが，この構造の違いにより，IgA2は IgA1よりさらに細菌由来のタンパク
質分解酵素に強くなっている 5)。 



























2. 唾液中 IgAの定量とモノクローナル抗体の作製 
唾液中の IgA の定量は木津らの方法にしたがい，標準物質としてヒト sIgA（Cappel
社）を用いて行った 9)。ヒト sIgAを抗原としたモノクローナル抗体の作製と純化，特
異性の検討，サンドイッチ ELISAは基本的に Hirose らの方法にしたがって行った 11)。 
なお，動物実験は，「研究機関における動物実験等の実施に関する基本指針（平成






Abs （at 520nm）=1.0 の金コロイド液（BBI Solutions 社）0.9mLと pH6.5の 50mM NaPi 
0.1mL をよく撹拌し pH を調整した。この金コロイド液に，10mM NaPi（pH7）で
0.2mg/mL に調整した抗ヒト IgA モノクローナル抗体 1mL を撹拌しながらゆっくり滴
下し，室温で 15分間静置した。次に懸濁液（10mM NaPi pH7 に 1% 牛血清アルブミ
ン（BSA），0.1% PEG20000 を添加）を 1mL加えてよく撹拌し，2,500×g，5 分，4℃で
遠心し，上清を捨てた。懸濁液 2mL を加え，30 秒の超音波処理で分散させ，さらに
2mLの懸濁液を加えて撹拌した後，2,500×g，5分，4℃で再度遠心し，上清を捨てた。









ノクローナル抗体 1mg/mL を用い，メンブレンの下端から 12mm の位置に塗布した。
コントロールラインには抗マウス IgG+IgM（H+L）（Jackson ImmunoResearch Laboratories
社）を 10mM NaPi，pH7で 1mg/mLに希釈して，テストラインより 5mm上端側に塗布
した。37℃ 2時間で乾燥させた後，1% BSA添加 PBSにメンブレン全体を浸し，30分














1. イムノクロマトグラフィーの原理（図 1） 





















ものはなかった（図 2）。これは IgA2 が IgA1 より基本的にはヒンジ領域で 13 残基小
さいだけであること 5)からも妥当である。抗体の大量調製のため，それぞれの抗体産
生細胞を腹水がん化し，6 抗体をプロテイン G カラムによるアフィニティークロマト
グラフィーで純化した。 
 
3. サンドイッチ ELISAによる組み合わせの検討 
 イムノクロマトグラフィーを構築するためには，サンドイッチ ELISA 同様に抗原認














く必要がある。図 3 は 20 歳前後の健康な女性 21 名から採取した唾液中の総 IgA をサ
ンドイッチ ELISAで測定した結果であり，12番は 17 μg/mLと特別低値を示した。こ
の結果はサンプリングを繰り返しても再現性があり，これまでの当研究室における測
定を通算すると，約 500人中最も低値であった。 
 なお，血液検査における血清 IgAの基準値は 110～410mg/dLで，この範囲に健常人
の 95%が入り，10mg/dL 以下の場合に IgA 欠損症と判定される 12,13)。12 番の血清 IgA



























































した 19 番，中央値であった 1 番，低値を示した 2 番および 12 番の唾液を供したとこ
ろ，前 3者ではバンドが出現（発色）し 12番ではバンドが出現しないことが確認でき
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図 2. モノクローナル抗体の反応性 
ヒト IgA1,IgA2を固相化した ELISAプレートにモノクローナル抗体①〜⑥の培養上清あるい
は免疫マウスから採取した抗血清を加えて反応させた後，アルカリホスファターゼ標識抗マウ





















































図 5. イムノクロマトグラフィーによる唾液中の IgAの検出 






























血清中 OVA特異的 IgE，脾臓細胞培養液中 IL-4も有意に低かった。また，AE母乳中












OVA・IgA-IC を直接マウスに投与後，OVA を免疫して血清中 OVA 特異的 IgG1 を評
価したところ，対照群に比べて産生が抑制されていた。またその応用として，マウスモ
ノクローナル IgA（mIgA）にスギ花粉抗原の Cry j1を化学結合させた仮性 IgA-ICを
作製してマウスに投与した結果，対照群と比べて仮性 IgA-IC 投与群で Cry j1 特異的
IgG1と Cry j1依存 IL-4の産生が低下していた。以上の結果より,IgA-ICがアレルギー
治療のワクチンとして利用できる可能性が示された。 
 
第 3章 不完全 IgA欠損症の発見 
女子大生の唾液中の IgA-ICを個別解析した中で，総 IgA濃度が特別低値を示す被験
者を見出し，この被験者が IgA 欠損症である可能性が考えられた。そこで本被験者の









第 4章 ヒト IgAに対するイムノクロマトグラフィーの開発 
唾液中 IgAの簡易検査法としてイムノクロマトグラフィーの開発を目指した。まず，
抗ヒト IgA mAb 6種を作製し，その中で固相化抗体および金コロイド標識抗体に適し
たものをそれぞれ検討した。目標検出感度は，これまで本研究室で唾液中 IgA を測定
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